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論 文 内 容 の 要 旨 
 
【目的】 
結核菌は代謝活性の低下した休眠状態で潜伏感染することが知られており、現行の抗結核薬の一つ
であるイソニアジド (INH) が潜伏感染菌に十分な殺菌効果を示さないことが問題視されている。
我々は定常期以降の結核菌の代謝調節に関与するとされる抗酸菌特異的ヒストン様蛋白質である
Mycobacterial DNA-binding protein 1（MDP1）に着目し、抗酸菌の薬剤感受性における影響につい
て検討した。 
【方法】 
Mycobacterium smegmatis mc2155株（野生株）およびそれを親株とした MDP1欠失株ならびに補填
株について薬剤感受性の変化を比較した。遺伝子発現解析はマイクロアレイおよびリアルタイム
RT-PCR 法を用いて行った。それぞれの株における蛋白質の発現量の比較はウエスタンブロット法に
より行った。Mycobacterium bovis BCG においてはアンチセンスプラスミドを導入した MDP1 発現抑
制株を作成し、INHに対する感受性を比較した。転写因子としての MDP1の作用については gel-shift 
assayを用いて解析した。 
【結果】 
M. smegmatisでは MDP1欠失株において INHに対する感受性の増強がみられた。また、MDP1欠失に
より INH を活性型に変換する酵素である KatG の発現が増強し、INH の活性化が亢進していることが
わかった。また、KatGの発現は定常期以降の MDP1の発現により抑制され、これにより菌が INH抵抗
性を獲得することが明らかになった。MDP1 発現抑制 BCG でも同様の現象が観察された。さらに
gel-shift assayでは MDP1が katGのプロモーター領域に結合することがわかった。 
【結論】 
MDP1 は定常期以降の表現型 INH 抵抗性の獲得に関与すること、また、その抵抗性は INH 活性化を
担う分子である KatGの発現抑制によるものであることが明らかとなり、MDP1が潜伏感染菌の INH耐
性化に関わる因子の一つであることが示唆された。 
 
論 文 審 査 の 結 果 の 要 旨 
 
結核治療を困難にする最も重大な問題点として、投薬期間が非常に長期にわたること、さらに現行
の抗結核薬が潜在性結核には無効であることがあげられる。治療長期化の背景には、結核菌の遅発育
性と薬剤耐性の獲得があるとされるが、なかでも潜伏感染菌は長期間宿主内で生存することにより、
遺伝子的には変異が見られないものの、表現型のみ薬剤抵抗性を獲得することが知られている。特に
定常期以降の抗酸菌はイソニアジド(INH)に対し抵抗性を示すことが報告されており、これは菌が長
期生存に適応するために劇的な代謝の変化が起こるためと推測されている。本申請者等は、定常期以
降に発現の増強が観察される転写因子である、Mycobacterial DNA-binding protein 1（MDP1）に着
目し、この分子が抗酸菌の定常期薬剤抵抗性に関与するか解析を行った。 
 Mycobacterium smegmatis mc2155株（野生株）およびそれを親株とした MDP1欠失株ならびに補填
株について INH に対する感受性の変化を比較したところ、MDP1 欠失株において感受性の増強がみら
れた。遺伝子発現解析はマイクロアレイおよびリアルタイム RT-PCR 法を用いて行い、蛋白質の発現
量の比較はウエスタンブロット法により行った。その結果、MDP1 欠失により INH を活性型に変換す
る酵素である KatGの発現が増強し、INHの活性化が亢進していることがわかった。また、KatG の発
現は定常期以降の MDP1の発現により抑制され、これにより菌が INH抵抗性を獲得することが明らか
になった。Mycobacterium bovis BCG においてはアンチセンスプラスミドを導入した MDP1 発現抑制
株を作成し、INHに対する感受性を比較したところ、M. smegmatisと同様の現象が観察された。転写
因子としての MDP1 の作用については gel-shift assay を用いて解析した結果、MDP1 が katG のプロ
モーター領域に結合することがわかった。 
 以上の結果から、MDP1は定常期以降の表現型 INH抵抗性の獲得に関与すること、また、その抵抗
性は INH活性化を担う分子である KatGの発現抑制によるものであることが明らかとなり、MDP1が潜
伏感染菌の INH耐性化に関わる因子の一つであることが示唆された。本成果は、定常期抗酸菌にみら
れる INH抵抗性獲得メカニズムを解明するとともに、定常期特異的代謝経路を標的とする新規治療法
の開発に寄与するものと考えられ、博士（医学）の学位を授与されるに値すると判定した。 
